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1. Uvod

Klinicka biochemie ma dtilezitou roli nejen v prikazu a monitorovani rizikovych

faktorii kardiovaskuldrnich onemocnéni, ale i v diagnostice infarktu myokardu.

Soucasné nabizi velmi pestrou paletu biomarkerti poSkozeni myokardu, které maji
vztah k prubéhu patologickych déji — od zanétlivych zmén cévni stény, pies markery
destabilizace koronarniho platu, markery ruptury sklerotického platu az po markery
ischemie a nekrozy.

Tyto biomarkery byly ¢asti studie MORGAM Biomarker Project a reprezentovaly

9 rozdilnych metabolickych procest ve spojeni s aterosklerézou:

a) lipidové biomarkery,

b) markery funkce ledvin,

c) metabolické markery reprezentované glukozou a obezitou,
d) markery funkce cév a neurohumoralni aktivity,

e) markery zanétu,

f) markery oxida¢niho stresu a antioxidanty,

g) koagula¢ni markery,

h) markery angiogeneze,

1) markery nekrozy.

Infarkt myokardu (IM) je diagnostikovan podle pfitomnosti nejméné dvou z triady
typickych ptiznakti: vice nez pll hodiny trvajici bolest na hrudi, zmény na

elektrokardiogramu a biochemické laboratorni ukazatelé.

V krevnim séru (plazmé) pacienta prokazujeme intracelularni bilkoviny, které se
uvoliuji z ischemického loZiska v myokardu do krve. Jsou to markery myokardidlni

ischemie a nekrézy myokardu.

V klinické praxi v pribéhu témef 50 let mezi bézné uzivané laboratorni ukazatelé
patfily markery aspartataminotransferaza (AST), laktatdehydrogendza (LD),
kreatinkindza (CK), vcetné¢ izoformy MB-frakce (CK-MB) a myoglobin (MG).



Vv

letech po roce 1995 staly srde¢ni troponiny T (TnT) nebo I (Tnl).

S prodluZzovanim primérné délky zivota a s nastupem novych velmi G¢innych
terapeutickych postupil, stoupa i pocet jedincii s riznym stupném srde¢niho selhdvani.
V poslednich letech se intenzivné hledd novy marker myokardidlni ischémie. Jednim
z takovych ukazatel, do kterych se vkladaji velké nad&je, je stanoveni vazebné
kapacity albuminu na kobalt (ACB), déle je to rozpustny CD40 ligand, cholin, mastné
kyseliny vazici protein (FABP), vysoce senzitivni troponin hs-T nebo I a dalsi. Pro
diagnostiku srde¢niho selhani se jevi byt vhodnymi markery natriuretické peptidy (NP),
pro klinickou praxi predev§im peptidy BNP a NT-proBNP.

Kromé jiz béZzné uzivané elektrokardiografické metody (EKG) novym kritériem
pro diagnézu infarktu myokardu je prlkaz ztraty viabilntho myokardu pomoci
zobrazovacich metod, vnichz dominantni roli hraji vySetfeni echokardiograficka,

radioizotopova a kardiovaskuldrni magneticka rezonance.

Ke stanoveni kardidlnich markerti se uzivad rGznych imunochemickych metod
(imunoturbidimetrie, = imunonefelometrie, = enzymové  imunoanalyzy,  rychlé

imunochemické testy).

V soucasnosti piibyva také multimarkerovych studii. PfedevSim se kombinuje
soucasné stanoveni troponinu, hsCRP a NT-proBNP. Tyto tfi biomarkery odrazeji
rozdilné patofyziologické mechanismy srde¢ni ischemie: nekrozu, zanét a pretizeni levé

komory. MlzZeme predpokladat, Ze takto obdrzime komplexnéjsi informaci o stavu

nemocného, ktera umozni individualizovat terapii.



2. Teoreticka Cast

2.1. HISTORIE

V pribéhu padesatych let minulého stoleti se snazili klinicti biochemici a
kardiologové ziskat spolehlivou a rychlou laboratorni metodu k prikazu nekrozy

srde¢niho svalu (Friedecky a kol. 2010).

Vroce 1954 Karmen a spol. byla poprvé prokazéna zvySena aktivita
aspartataminotransferazy (AST) v séru nemocnych akutnim infarktem myokardu (AIM)
pochazejici z poskozenych kardiomyocytd, coz byl pocatek enzymologie AIM.
Nasledovalo stanoveni aktivity dalSich enzymi, vroce 1956 byla popsdna zvySena
aktivita dehydrogenazy kyseliny mlééné (LDH) a v roce 1960 kreatinkinazy (CK) v séru
nemocnych AIM. Dalsi vyvoj smétoval ke zvyseni specificity kardidlnich markerd.

V sedmdesatych letech zacal byt vyuzivan v diagnostice AIM index izoenzymi
LD1/LD2 a do klinické praxe bylo zavedeno stanoveni aktivity izoenzymu CK-MB
(Tichy M.). Stanoveni kreatinkindzy (CK) a izoenzymu CK-MB se pak stalo po témét
25 let ,,zlatym standardem® pii biochemické diagnostice akutniho infarktu myokardu

(Friedecky a kol. 2010).

V poslednich asi 15 letech probiha rozSifovani spektra biochemickych markert
kardidlniho posSkozeni velmi dynamicky a kontinudln€. DoSlo k inovaci metody na
stanoveni myoglobinu, stanoveni koncentrace CK-MB mass, ke zvySeni citlivosti
stanoveni CRP (hsCRP) a kzavedeni stanoveni natriuretickych peptidd (BNP a
NT-proBNP) do klinické praxe.

Testovany a pouzivany jsou dalSi biomarkery, které maji vztah k priibéhu
patologickych dé&jti poskozeni myokardu (GPBB, IMA, CD40 ligand, metaloproteinazy,
myeloperoxidazy apod), (Friedecky a kol. 2010).

Naprosto suverénnimi kardialnimi markery v diagnostice srde¢niho poSkozeni je v

soucasnosti zavedeni pritkazu srde¢nich troponint T a I do klinické praxe.



Objevitel troponinu T (cTnT) Hugo A. Katus ucinil tento objev jako vedlejsi
produkt jiného vyzkumu. V roce 1982, kdyz Katus analyzoval specifi¢nost koziho
polyklonalniho antiséra proti lidskym lehkym fetézcim myosinu, detekoval ndhodné
také frakci kardiospecifickych protilatek proti troponinu T, ktery byl pfitomen jako
kontaminace antigenu — tedy lehkych fetézcli myosinu. Toto pozorovani vedlo k izolaci
a purifikaci ¢cTnT. Od pozorovani v roce 1982 ub&hlo 11 let nepfetrzité prace, nez se
tento parametr stal v klinice definitivné¢ jednim ze srdec¢nich biomarkert. Kli¢em
k aspéchu troponinu T a souCasné i troponinu I byla a je pfedevSim jejich témé&f
absolutni kardiospecificita.

V dnesni dobé zacindme pracovat se soupravami troponin T high sensitive (¢TnT

hs), coz jsou soupravy jiz paté generace (Friedecky a kol. 2010).

Vroce 1999 byla publikovana dvé doporuceni pro diagnostiku akutnich
koronarnich syndromti (AKS) a standardizaci podminek pro stanoveni kardiomarkerd.
Jde o doporuceni Nérodni akademie klinické biochemie USA (NACB) a z jeho textu
odvozené lehce modifikované doporuceni Mezinarodni federace klinické biochemie a

laboratorni mediciny (IFCC), (Tichy a kol. 2004).

V roce 2000 pak bylo zvefejnéno spolecné doporuceni evropskych (European
Society of Cardiology, ESC) a americkych (American College of Cardilogy, ACC)
kardiologli formou konsenzudlniho dokumentu pojednavajici o redefinici AIM.
Dokumenty doporucuji pouziti dvou biochemickych markerti pro rutinni diagnostiku
AIM, a to markeru ¢asného (myoglobin) do 6 hodin po pocatku symptomt a markeru
definitivniho za 6-9 hodin a déale za 12-24 hodin, ktery je citlivy a kariospecificky
(troponiny) a ziistdva pozitivni po fadu dni (Tichy a kol. 2004).

V roce 2006 Dolci a Panteghini publikovali charakteristiku idealniho srde¢niho
biomarkeru: vysoka citlivost (vysokd koncentrace v myokardu po jeho poSkozeni,
rychlé uvolnéni pro casnou diagnostiku, dlouhy polocas v krvi pro pozdni diagnostiku),
vysoka specificita (chybéni v jiné tkani nez myokardu, nepfitomnost v krvi u zdravych
subjektd), analytické charakteristiky (méfeni ,.cost-effective” kity, jednoduché
provedeni, rychly TAT, dostate¢na pfesnost a veérohodnost), klinické charakteristiky
(schopnost ovlivnéni terapie, schopnost zlepSit vyhlidky nemocného), (Tichy a kol.

2010).



Za meznik lze povazovat konec roku 2007, kdy byla publikovana dlouho
o¢ekéavana univerzalni definice infarktu myokardu, jako spolecny konsenzus odbornikli
Evropské kardiologické spolecnosti, American Heart Association a dalSich. Jde o
dokument vymezujici kritéria pro diagnostiku AIM. Tato kritéria pfindSeji jasny pohled
na vyuziti laboratornich ukazateli nekr6zy myokardu, kdy je preferenén¢ doporuceno
stanoveni srde¢nich troponinit (cTn) pfed stanovenim kreatinkindzy, resp. jeji MB
frakce (CK-MB). Stanoveni AST, laktatdehydrogenazy, iso-LD a ostatnich markert se
jiz nedoporuéuje. Podobné i doporuceni Ceské spolecnosti klinické biochemie Ceské
1ékatské spolecnosti Jana Evangelisty Purkyné vydana v roce 2007 potvrzuji vedouci
misto stanoveni srde¢nich troponini pro dikaz myokardidlni nekrézy (Pudil a kol.

2008).
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2.2. KLINICKOBIOCHEMICKE MARKERY AIM

Biochemicky dtlezité slozky kardiomyocytu se nachazeji v cytoplazmé nebo
mitochondriich a dal$i jsou soucasti kontraktilniho aparatu. Pfi infarktu myokardu se
uvolnuji do cirkulace. Pfi kratkodobé ischémii se v disledku funkénich a pozdéji i
strukturnich zmén bunécnych membran do krevni cirkulace vyplavuji cytoplazmatické
bilkoviny. Pfi dlouhodobé&jsi ischémii se vyviji nekroza tkané a do krevniho ob¢hu se
uvoliuji 1 strukturdlni bilkoviny. Cytosolové proteiny se tedy uvoliuji rychleji nez

strukturalni bilkoviny (http://www.wikiskripta.eu/).

2.2.1. Cytoplazmatické bilkoviny

2.2.1.1. Kreatinkinaza (CK)

Je pfevazné cytoplazmaticky enzym, ktery katalyzuje fosforylaci kreatinu na
kreatinfosfat pomoci ATP (http://www.wikiskripta.eu/). Kreatinfosfat stejn¢ jako ATP
obsahuje fosfatovy zbytek vazany makroergni vazbou. Je potiebny pro svalovou

kontrakei, relaxaci a intracelularni transport substanci (Tichy 1993).

Pti nedostatku ATP probihd reakce opacnym smérem. CK je pfitomna pfedevsim v
kosternim pfi€né pruhovaném svalstvu, v myokardu a v mozkové tkani. Jednd se o
dimer tvofeny podjednotkami, které jsou dvojiho typu — M (muscle) a B (brain), kazda o

relativni molekulové hmotnosti kolem 40 000.

Riznym zastoupenim podjednotek (monomerti) se odliSuji tfi izoenzymy kreatinkinazy:
e CK-BB (CK-1, mozkovy izoenzym)
e CK-MB (CK-2, myokardialni izoenzym)
e CK-MM (CK-3, svalovy izoenzym)

V kosternim svalstvu pfevazuje izoenzym CK-MM, ale je i1 pfitomen izoenzym

CK-MB v mnozstvi 1%. V mozku nalézdme prakticky jenom izoenzym CK-BB, ktery

pii neporusené hematoencefalické bariéfe v krvi neprokazujeme. Pro myokard je
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typicky izoenzym CK-MB z 20%, ale srde¢ni svalovina obsahuje i CK-MM z 80%
(http://www.wikiskripta.eu/).

Katalytickd koncentrace celkové CK se zvysuje v prubéhu 3-6 hodin od pocatku
ischémie myokardu. Vzhledem k nedostate¢né kardiospecificit¢ ma jeji stanoveni u
akutniho infarktu myokardu omezeny vyznam. Hodnota celkové CK je ovlivnéna
riznymi faktory (v€k, pohlavi, objem svalové hmoty a fyzickd aktivita),

(http://www.wikiskripta.eu/).

Déti maji obvykle vyss$i hodnoty nez dospéli, pravdépodobné proto, ze jsou
fyzicky aktivnéj$i. Muzi maji vy$si hodnoty nez zeny, protoze maji vétsi objem svalové
hmoty. Osoby star§i 60 let subytkem svalstva vykazuji klesajici aktivitu CK.
V poslednich letech je pouzivano stanoveni celkového CK i k odhadu velikosti

nekrotického loziska v myokardu a ke sledovani uspésnosti trombolytické 1écby.

Izoenzym CK-MM ma v lidském séru poloCas 16 hodin. Tento izoenzym lze
rozdélit na 3-5 subfrakci. V prubéhu poskozeni tkdn€, napt. pti infarktu myokardu, je ve
velkych mnoZstvich vylucovéana do cirkulace tkanova forma CK-MM, coZ je subfrakce
CK-MM3;. Tato subforma je hydrolyzovédna kardiopeptidazou a dochdzi postupné ke
konverzi na subformy CK-MM, a CK-MM,. Stanoveni CK subforem (izoforem) v séru
se nabizi jako alternativni neinvazivni metoda pro diagnostiku a sledovani pruibé¢hu AIM
a uspéchu reperfize. Vyuziva se pfedevSim vypoctu indexu MMs/MM;, ktery se
zvySuje jiz za 2-3 hodiny po IM a vrcholu dosahuje za 9 hodin. Aktivita CK-MM je
zvySend v sérech nemocnych progresivni svalovou dystrofii, u dermatomyositidy, u
AIM apod. Stanoveni je dilezitym screeningovym testem pro potvrzeni a detekci nosici
v rodinadch s Duchenovym typem svalové dystrofie. CK-MM se také zvySuje po
fyzickém cviceni, po intramuskuldrni injekci nebo po chirurgickych zékrocich (Tichy

1993).

Vétsi diagnostickou hodnotu mé vySetfovani izoenzymu CK-MB, mé poloc¢as 12
hodin, ale také neni pln¢ kardiospecificky. ZvySeni mtiZze byt zpisobeno i posSkozenim
kosterniho svalstva (trauma, svalové dystrofie, intramuskularni injekce, resuscitace,
defibrilace), extrémnim  cvicenim a  chronickou  renalni insuficienci

(http://www.wikiskripta.eu/).
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Aktivita CK-MB se zvySuje do 4 hodin od pocatku ischémie, zvySeni pretrvava
24-36 hodin. Pfi nekréze bun¢k myokardu je uvoliiovana izoforma CK-MB?2 a ta je v
séru konvertovana karboxypeptidazou na izoformu CK-MBI1. Pti akutni nekrdze vznika
stav, kdy mnozstvi vyplavené CK-MB2 pfevySuje CK-MBI a jejich vzdjemny pomér
presahne 1,5. Je-li soucasné koncentrace CK-MB2 nad 1,0 U/, je tento laboratorni nalez
vysoce specificky a senzitivni pro AIM. Detekce téchto izoforem je mozna jiz 3 hodiny

od pocatku obtizi (Holm a Aschermann 2001).

CK-MB lze stanovovat jako enzymovou aktivitu, kterd zachyti pouze aktivni
molekuly enzymu, nebo imunochemicky jako protein ve formé hmotnostni koncentrace
(ng/l). V tomto piipadé hovoiime o CK-MB mass (koncentrace), které je jednoznacné
davana pirednost. Stanoveni CK-MB mass je specifictéjsi 1 citlivéjsi, nebot jim
prokazujeme 1 CasteCné¢ degradované molekuly, které jiz enzymovou aktivitu ztratily,
reaguji vSak dosud se specifickou protilatkou (http://www.wikiskripta.eu/). CK-MB
mass je nejvhodnéj$im markerem reinfarktu a je to akceptovatelny marker AIM pro

laboratofe neschopné stanovit troponiny (Pudil a kol. 2007).

[zoenzym CK-BB ma velmi kratky poloc¢as, mén¢ nez 2 hodiny ndsledkem vysoké
klirens a rychl¢ inhibice. V séru nemocnych s postizenim centralniho nervového
systému je aktivita CK-BB zanedbatelnd, s vyjimkou akutni faze poskozeni. Nemuze
byt vkrvi detekovana, dokud je inaktni hematoencefalickd bariéra. Nalez v séru je
pozitivni po kontuzich mozku, u nemocnych po iktu, kdy koreluje aktivita CK-BB
s rozsahem poskozeni. CK-BB je také povazovan za jeden znadorovych markert,
protoZze byva prokazovan v sérech nemocnych nékterymi malignimi nadory, napft.

adenokarcinomem prostaty a prsu (Tichy 1993).

2.2.1.2. Mpyoglobin (MG)

Myoglobin je globularni protein tvofeny jedinym fetézcem aminokyselin, ktery
obsahuje jako prostetickou slozku hem. Reverzibilné vaze a ptenasi kyslik ve svalovych
bunkach (http://www.wikiskripta.eu/). Myoglobin je protein, ktery se nachazi ve vSech

pfi€né pruhovanych svalech, vcetné myokardu. Pfi ischémii myokardu je uvolfiovan
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Casné. ProtoZe se nachéazi i v kosternim svalstvu, neni myoglobin specificky zvySen
pouze pii poskozeni myokardu, ale mize byt faleSn€ zvySen pii n€kterych myopatiich a
urazech postihujicich svalovou tkan. Vzhledem k rendlnimu vyluovani mitize byt
myoglobin zvySen také u stavli renalniho selhani. Jako ukazatel nekr6zy myokardu ma

bohuzel malou specificitu a pfili§ rychlou rendlni clearence (Zima 2002).

Ma velmi kratky biologicky polocas 10-20 minut, pfi nekroze kardiomyocytd je
proto jen zfidka vyluCovan do moci. Pfitomnost myoglobinu v moc¢i je témét vzdy

projevem poskozeni kosterniho svalstva (Friedecky a kol. 2008).

Do krve pronikd pfimo na rozdil od kreatinkindzy, kterd se tam dostdva

lymfatickou cestou (Racek a kol. 1999).

Jako cytoplazmaticky protein s nizkou molekulovou hmotnosti je rychle
uvoliiovan z postizené tkané. Vzestup sérovych koncentraci myoglobinu u AIM
nastupuje rychle, za 0,5-2 hodiny od zacatku bolesti na hrudi. Hladiny myoglobinu,
které mohou dosahovat 20nasobku fyziologickych hodnot, kulminuji asi za 6-12 hodin a
v prubéhu 12-24 hodin se vraci k pivodnim hodnotam. Myoglobin je povaZovan za
nejcitlivéjsi  marker AIM a je vhodny pro casny zachyt AIM
(http://www.wikiskripta.eu/).

2.2.1.3.  Laktatdehydrogendza (LD)

Je oxidoredukéni enzym katalyzujici reverzibilni pfeménu laktatu na pyruvat.
Struktura molekuly je tvofena 4 podjednotkami o relativni molekulové hmotnosti
34 000. Stejné jako kreatinkindza je i laktatdehydrogendza (LD) enzym pfitomny
v cytoplazmé bunék mnoha tkéni. Je to stanoveni velmi nespecifické pro IM

(http://www.wikiskripta.eu/).

Stoupa po IM v séru nejpomaleji, vrcholu dosahuje za 2-3 dny, nejdéle zlstava
zvySend az dva tydny. Jeji stanoveni se tedy hodi spiSe pro diagnostiku IM v pozdé¢jS$im
obdobi (Racek a kol. 1999). ZvySeni katalytické koncentrace celkové LD v séru

doprovazi fadu onemocnéni, a proto pro diagnézu AIM neni piili§ vyznamna. Do
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cirkulace se uvoliiuje jiz pfi mirném tkanovém poskozeni. Vzhledem k vysokému
obsahu v erytrocytech miize sérovou koncentraci fale$Sné pozitivné zvysit hemolyza.
Na celkové aktivite LD se podili 5 izoenzymti LD1 az LDS5. Pro myokard je nejvice
specifickd izoforma LD1, méné¢ LD2 (http://www.wikiskripta.eu/).

Po infarktu myokardu se pomér LD,/LD; stava vétsi nez 1, del$i pozitivita zistava

kolem 7 dnt1 (Racek a kol. 1999).

2.2.2. Mitochondrialni bilkoviny

2.2.2.1. Aspartitaminotransferaza (AST)

V myokardu je obsaZena v relativné vysoké koncentraci
(http://www.wikiskripta.eu/). Zac¢ina stoupat obvykle za 4-6 hodin po zac¢atku ischémie,
vrchol aktivity pozorujeme za 1-2 dny a navrat k norm¢ u nekomplikovanych ptipadi
do 5 dnil. Vyplavuje se z cytoplazmy i mitochondrii. Vzhledem k tomuto faktu a k nizké
aktivit¢ alaninaminotransferdzy (ALT) v myokardu je pro srde¢ni infarkt
charakteristicky pomér AST/ALT vétsi nez 1. Tento pomér najdeme zvySeny i u
rozsahlejsiho poskozeni kosterniho svalstva vcetné velké svalové ndmahy. Stanoveni
aktivity AST neni tedy pftili$ specifické a provadi se spiSe z tradice (Racek a kol. 1999).

Dnes jiz neni doporucovano.

2.2.3.  Strukturalni bilkoviny

2.2.3.1. Troponiny

Troponiny tvofi skupina tfi globuldrnich proteinti — troponin C (TnC), troponin I
(Tnl) a troponin T (TnT), které vreakci s tropomyozinem vytvaieji troponin-
tropomyozinovy komplex. Tento komplex je soucasti kontraktilniho apardtu piicné
pruhovaného svalstva. Troponiny maji obecné tfi izoformy, které se vyskytuji jednak
v kosternim svalstvu, jednak v myokardu (Holm a Aschermann 2001).

Primérni struktura molekul troponinu z kosterniho svalu a myokardu je rtizna a

troponiny mohou byt imunochemicky odliSeny. Tim byl splnén pozadavek na

15



kardiospecifickou metodu, kterd by umoznila odlisit postizeni myokardu od poskozeni
kosterniho svalu. V diagnostice AIM vyuzivd se stanoveni kardidlnich troponini T
(cTnT) aI (cTnl), (Racek a kol. 1999).

Kardidlni izoformy (¢TnT a ¢Tnl) maji jedine¢né aminokyselinové slozeni a jsou
proto pro myokard specifické. Troponiny jsou definitivnim ukazatelem poskozeni
myokardu (http://www.wikiskripta.eu/). Vyhod stanoveni troponini pii diagnostice

AIM je nekolik:

e vysoka specificita pro myokard

e témé&f nedetekovatelné hladiny u zdravych jedinct

e mnohonasobné zvysSeni koncentraci u AIM

e vysoka citlivost umozniuje odhalit i minimalni poSkozeni myokardu

e dlouhodobéjsi pretrvavani zvySenych hodnot mlze poslouzit i pro pozdni
diagnostiku IM

¢ jediny parametr, ktery je mozno stanovit i v hemolytickém vzorku

2.2.3.1.1. Troponin T (TnT)

Srdec¢ni troponin T (TnT) je vysoce kardiospecificky a velmi citlivy marker pro
poskozeni srdce, ktery se za¢ind objevovat v krvi obvykle soucasn¢ s CK.

Témét veSkery troponin T (TnT) v myocytu je strukturdlni komponentou
troponinového komplexu, kterd ho vaze k tropomyozinu. Pfiblizné¢ 6% TnT se nachazi
volné v cytoplazmé myocytl. Po vzniku ischémie se koncentrace TnT v séru za 4-6
hodin zvySuje, pravdépodobné se v této fazi vyplavuje TnT zcytoplazmy. ZvySeni
koncentrace pretrvava 10 dnl az 2 tydny, v této fazi se uplatiiuje pomalejsi vyplavovani
TnT vazaného na troponin-tropomyozinovy komplex. Pfi pouziti souCasné techniky
vyuzivajici pro stanoveni ¢TnT monoklonalnich protilatek neni ¢asto u zdravych osob

cTnT v krvi prakticky detekovatelny (Holm a Aschermann 2001).

Pribéh uvoliovani cTnT je bifazicky. Obvykle béhem 7-10 dnii klesd na

nedetekovatelné hladiny. Délka zvySeni zavisi na rozsahu infarktu. U rozsahlejSich
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infarktl mize byt cTnT prokazatelny az 21 dnti. Urcitou nevyhodou je jeho nespecifické

zvySeni u pacientl s renalni insuficienci (http://www.wikiskripta.eu/).

Vyhodou je az 300ndsobny vzestup oproti hodnotdm pied IM (Racek a kol. 1999).

Je nezéavislym prognostickym markerem, ktery miize pfedpovidat kratko-, sttedné-
a dokonce i dlouhodobou prognozu pacientli s akutnim korondrnim syndromem (AKS).
Zvysené hladiny troponinu T koreluji se zévaznosti onemocnéni koronarni tepny a
horsim vysledkem. Nizké koncentrace jsou nezdvislym znamenim kardiovaskuldrnich

potizi véetné& vyskytu a opakovaného vyskytu fibrilace sini (Cobas 2009).

2.2.3.1.2. Troponin I (Tnl)

Troponin I (Tnl) je soucast troponinového komplexu inhibujiciho interakci
myozinovych vldken s komplexem aktin-tropomyozin — reguluje tedy kontrakci pti¢né
pruhovaného svalstva. Pii nekréze myokardu se koncentrace cTnl zvySuje asi 6 hodin po
vzniku ischémie, zvySeni koncentrace pretrvava 7-10 dni. Jako laboratorni ukazatel neni
cTnl vhodny k detekci reinfarktu, ale pretrvavani jeho zvySené koncentrace umozni
diagnostiku IM 1 pfi delSim casovém odstupu mezi vznikem obtizi a prichodem
nemocného k vySetfeni (Holm a Aschermann 2001). Ve srovnani s ¢TnT neni u cTnl
obvykle pozorovano druhé maximum (mensi cytosolova frakce),

(http://www.wikiskripta.eu/).

2.2.3.1.3. Troponin C (TnC)

Troponin C (TnC) neni pro diagnostiku akutniho infarktu myokardu vhodny,

protoze je identicky v srdecnim i kosternim svalstvu (http://www.wikiskripta.eu/).
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Tab.1 Prib¢h hladin biochemickych ukazateld u akutniho infarktu myokardu

Maximalni
zvySeni hladin
Zacdatek
Vrchol (nasobek
vzestupu Normalizace Normalni
Parametr hladiny horni hranice
hladiny (dny) hodnoty
(hodiny) norm.
(hodiny)
hodnot)
M 19-92 ng/l
Myoglobin | 0,5-2 6-12 0,5-1 20 x 5
Z.12-76 ng/l
CK-MB
2-6 12 -24 2-3 0,0 —5,0 ng/l
mass
M 0,2-3,6 pkat/l
CK 3-6 16 —36 3-5 25x 5
7 0,2-3,1 pkat/l
12-18
(1.vrchol)
cTnT 3-8 7-14 300 x 0,0-0,05 pg/l
72 - 96
(2.vrchol)
cTnl 3-12 12-24 5-10 0,0-0,1 pg/l
AST 4-8 16 —48 3-6 25x 0,05-0,72 pkat/l
LD 6-12 24 - 60 7-15 8 x 3,5-7,7 pkat/l

e Horni hranice z&visi na véku — uvedené hodnoty jsou pro veék 40 — 50 let

(http://www.wikiskripta.eu/)
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Obr. 1 Pribéh a mechanismus zvySeni hladin kardiomarkert pfi infarktu myokardu

(http://www.wikiskripta.eu/)

Na grafu jsou znazornény jednotlivé kardiomarkery. Zobrazuji jejich zvySeni v krevni

plazmé po prodélaném infarktu myokardu.

Tab. 2. Casovy pribéh plazmatické aktivity jednotlivych biomarkert nekrézy myokardu

Biomarker Zacatek Vrchol Pretrvavani Doporucena
vzestupu frekvence odbéru
Myoglobin |1-4 h 6-7h 24 h kazdé 1-2 h
CK-MB 3-12h 24 h 48-72 h 3kratpo 12 h
TroponinI  |3-12 h 24 h 5-10 dnit 2kratpo>12h
Troponin T |3-12h 12h—-2dny |5-14dnt 2kratpo > 12 h

(Spagek a Widimsky 2003)
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2.3. NEKTERE NOVEJSI MARKERY SRDECNIHO SELHANI

V nékolika poslednich letech se objevuji nové perspektivni markery poSkozeni

myokardu a zde je jejich stru¢ny piehled.

2.3.1. Ischemii modifikovany albumin (IMA, albumin-cobalt-binding test, ACB test)

Vysetfeni albuminu modifikovaného ischémii méfené vySetfenim vazby albuminu-
kobaltu (ACB test) bylo navrZzeno jako novy standartni marker tranzitorni ischémie
myokardu.

Za fyziologickych podminek se N-termindlni ¢ast lidského albuminu dokéaze silné
vazat na stopové prvky, jako je kobalt, méd’ a nikl. Za tuto vazbu jsou zodpovédné prvni
tfi aminokyseliny Asp-Ala-His.

Stanoveni vazebné kapacity albuminu pro kobalt je zaloZeno na skute¢nosti, Ze pii
ischémii dochdzi u albuminu v cirkulaci ke strukturdlnim zméndm na misté
N-terminalni ¢asti, coZ ma za nasledek snizeni vazebné schopnosti pro tyto kovy. Tento
test tedy nepifimo méfi schopnost N-termindlni ¢asti lidského albuminu vézat se na
exogenni kobalt.

Vlivem faktord dochazi také k uvoliiovani médi z ceruloplasminu a jinych
proteint, které obsahuji méd. Méd’ je navazana albuminem, pficemz dochazi ke
kompetici médi 1 kobaltu na stejnych vazebnych mistech N-termindlniho konce
albuminu, ¢imz je blokovano navéazani kobaltu na albumin. Také proto se pokles méteni
kapacity albuminu pro kobalt povazuje za nejvhodné;jsi test pro hodnoceni ischémie.

Velkou vyhodou je ¢asny vzestup od vzniku ischémie. K vzestupu IMA dochézi
jiz za nékolik minut od zacatku ischémie a zlistdva zvySeny po n¢kolik hodin. K navratu
k normé dochazi za 6 hodin od ischémie.

Vys$§i hodnota IMA mize byt také u nemocnych s aktivnim karcinomem,
bakterialnim nebo virovym infektem, s ischémii mozku a v kone¢ném stadiu rendlniho
selhani a jaterni cirhdzy. V nékterych situacich mize byt naopak velmi vysoka
senzitivita ischémii modifikovaného albuminu nevyhodou — nelze napt. podle n¢j odlisit
infarkt myokardu s nekrézou od pfechodné ischémie pii angin€ pectoris bez nekrdzy

myokardu.
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Hlavni pfinos stanoveni je spatfovan v diagnostice akutnich koronarnich
syndromt, senzitivita je udavana kolem 82%. IMA je povazovan vedle anamnézy, EKG
a vySetfeni troponinti za dal$i ukazatel, ktery by mél napomoci 1ékafi v rozhodnuti,
kterého pacienta s bolesti na hrudi je mozno z ambulance bezpecné propustit domil a
kterého je naopak tieba observovat a dale vySetfovat. Jedna se o prvni test schopny
detekovat myokardialni ischémii nikoliv az nekrézu. Zda se tedy, Ze ischémii
modifikovany albumin by mohl do budoucna piedstavovat silny biochemicky marker

vyuzitelny k prikazu ischémie myokardu (Dusek a kol. 2005).

Mozné uziti se predpokladd u nemocnych s bolesti na hrudi s nespecifickymi
zménami elektrokardiogramu a negativitou ostatnich markerti nekrézy myokardu. To

vedlo FDA ke schvaleni ACB testu pro klinické zkouSeni (Pudil a kol. 2007).

2.3.2.  Natriuretické peptidy (NP)

Hlavnim stimulem pro tvorbu natriuretickych peptidii je zvySeni napéti ve sténé
myokardu v disledku tlakového ¢i objemového pietizeni. NP jsou proto velmi vhodnym
markerem pro srde¢ni selhdni, kde maji pomérné vysokou senzitivitu, avSak nizsi
specificitu. Ke zvySeni produkce NP muze dojit také i u stavi, které jsou provazeny
objemovym ¢i tlakovym pietiZenim z jinych pfi€in (pfevodnéni organismu, hypertenze
a dalsi stavy). Jejich zvySenou produkci dale ovliviiuji neurohormony (endotelin,

argnin-vazopresin a dalsi), (Pudil a Tichy 2010).

Natriuretické peptidy jsou cirkulujici hormony, vyznamné zasahujici do
homeostdzy vody a iontll v organismu. Jsou produkovény v fadé organti, klinicky
nejvyznamnéjsi je jejich syntéza v myokardu. Zplsobuji vzestup glomeruldrni filtrace,
natriuredzy a diurézy, v cévach vasodilataci, maji obecny kardioprotektivni ucinek.
Blokuji neurohormonalni systém renin-angiotenzin-aldosteron, kde pulsobi jako

antagonisté sympatiku (Pudil a Tichy 2010).
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Mezi natriuretické peptidy patii nékolik strukturné podobnych peptida, které se lisi

dominantnim mistem syntézy:

e  Artialni natriureticky peptid (ANP), syntéza v myokardu sini
e  Mozkovy natriureticky peptid (BNP), syntéza v myokardu komor
e Natriureticky peptid typu C (CNP), syntéza v hypofyze

e D-natriureticky peptid (DNP), izolovan z jihoamerické zelené mamby

Ze soucasnych vyzkuml zaméfenych na rychlost aktivace tvorby ANP a BNP
vyplyvéa, Ze oba NP jsou soucasti integrovaného systému, kdy ANP piedstavuje velmi
rychlou odpovéd’ organismu na zmény cirkulace a BNP je jakymsi zaloznim hormonem,

ktery ptebira hlavni roli v pozdé&jSich fazich pietizeni myokardu (Pudil a Tichy 2010).

BNP je vkardiomyocytech syntetizovan jako prohormon, ktery se nazyva
proBNP. Po stimulaci kardiomyocytli zvySenym napétim myokardu je proBNP
proteolyticky Stépen na biologicky neaktivni N-termindlni ¢ast molekuly (NT-proBNP)
a biologicky aktivni hormon BNP. Oba peptidy jsou uvolilovany do cirkulace.

Biologicky polo¢as BNP je 20 minut, NT-proBNP 60-120 minut (Hradec a kol. 2009).

Stanoveni natriuretickych peptidi je dilezitou soucasti diagnostiky srde¢niho
selhani a pro klinickou praxi se pfedevsim vyjadiuji ¢iselné hladiny BNP a NT-proBNP.
S hladinou NP vyznamné koreluje stupent tloustky stény levé komory (tzv. masa levé
komory), a to nejenom u pacientli se srdecnim selhanim, ale také v bézné populaci, u
pacientil se srdecnimi vadami a arterialni hypertenzi.

NP maji velky vyznam pro diagnostiku srdecniho selhdni, monitorovani terapie a
odhad prognézy nemocnych. Prvni pokusy s terapeutickym vyuzitim NP nebo jejich
analog nepfinesly zatim jednoznacné dilkazy, které by opraviiovaly k jejich pouziti

v klinické praxi (Pudil a Tichy 2010).
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2.3.3.  Vysoce senzitivni troponin T (hs-TnT, high sensitive)

V diagnostice akutnich koronarnich syndromii ma stanoveni biochemickych
markert nekr6zy myokardu, pfedev§im troponind, zasadni vyznam. V soucasné dobé¢ je
celosvétovym trendem zvySovani citlivosti metod pro stanoveni troponind (I a T) a do
popiedi se dostavaji tzv. ultrasenzitivni metody, které by mély spliiovat pozadavky
kladené¢ definici AIM. Jako cut-off pro diagnézu IM byla stanovena hodnota
99. percentilu zdravé populace s chybou mensi 10%. ZvySené hodnoty hs-cTn nad
cut-off maji vzdy svij pivod v poruSe struktury kardiomyocytu. Nejvice ocekdvany
pfinos hs-TnT je v oblasti ¢asné detekce. Kromé klinické problematiky se rozSituje
problém se standardizaci u stanoveni troponini. Vzhledem k vyssi analytické citlivosti
jsou ultrasenzitivni metody schopné zachytit i zmény malého rozsahu. Do budoucna
pravdépodobné vSechny laboratofe piejdou na ultrasenzitivni metody. K dosazeni plné
diagnostické efektivity stanoveni troponind vSak bude nutna standardizace jeho

stanoveni (VaSatova a kol. 2010).

2.3.4. Mastné kyseliny vaZici protein (FABP)

Mastné kyseliny vazici protein (FABPs) jsou relativné malé cytoplazmatické
molekuly, které se nalézaji pfedevSim ve tkanich s aktivnim metabolizmem mastnych
kyselin. Mezi né patii jaterni parenchym, stfevo a pfedev§im myokard, kde 50-80%
energetické spotfeby zajiStuje metabolizmus mastnych kyselin lipidovou oxidaci.

Doposud bylo identifikovano 9 typt FABP (Pudil a kol. 2008).

Srde¢ni izoforma FABP (H-FABP) neni organové specifickd (Friedecky a kol.
2008). Ackoliv je dominantnim mistem tvorby FABP myokard, v podstaté mensi mife
jej lze také detekovat v piicné pruhovaném svalstvu, distidlnich tubulech ledvin a
nékterych c¢astech mozku. Za fyziologickych podminek jsou koncentrace FABP
v plazmé a v intersticialni tekutiné¢ velmi nizké az nedetekovatelné. Za fyziologickych
podminek ovliviluje plazmatickou hladinu FABP pohlavi (muzi maji vétsi objem piicné
pruhovaného svalstva), dale vek a funkce ledvin.

V pribéhu ischemického poskozeni myokardu FABP se velmi rychle dostava do

intersticidlniho prostoru a zédhy do periférni krve, kde jej 1ze detekovat jiz za 90 minut,
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za 6 hodin dosahuje hladina svého vrcholu. Lze jej detekovat nejenom v periferni krvi,
ale také vmoci. Je to pfedev§im casny marker AIM a prokazal vyznamné lepsi
senzitivitu nez myoglobin.

Ukazuje se potenciondlné velmi vyznamné misto stanoveni FABP u pacientl
prichazejicich k vySetfeni bolesti na hrudi velmi casné, kdy jesté nelze ocekavat
ptipadnou pozitivitu srdecnich troponintl, tedy do 6 hodin po vzniku ptihody (Pudil

2008).

2.3.5.  C-reaktivni protein (CRP)

U nemocnych s AKS jsou zjistovany zvySené koncentrace biomarkerti zanétu.
CRP je klasicka bilkovina akutni faze. Molekula se skladd zpéti identickych
polypeptidovych fetézcl, patii mezi tzv. pentraxiny. Polo¢as v plazm€ ma 19 hodin a
jeho koncentrace stoupd pti akutnim stavu, napt. AIM za 6-10 hodin, maxima dosahuje
za 24-48 hodin a k normalnim hodnotdm se vraci béhem asi 4 dni. Tradi¢n¢ je CRP
vyuzivan v diagnostice a monitorovani infek¢nich a autoimunnich onemocnéni. CRP je
dominujicim proteinem akutni faze a jeho koncentrace se miZe za patologickych stavl
zvysit az 1000x. U zdravych jedinct je sérova koncentrace CRP vétSinou pod 1 mg/l.
Pomoci velmi citlivych metod lze toto tzv. ,,vysoce senzitivni CRP* (hsCRP) stanovit
od hodnoty kolem 0,1 mg/l. ProtoZe se zanét jevi jako dulezita soucast aterosklerozy,
ukazuje se tzv. ultrasenzitivni nebo hsCRP jako faktor vysokého rizika kardiovaskularni
pfithody u nemocnych s rizikem i bez rizika evidentniho korondrniho onemocnéni. Pro
vyhodnoceni rizika u AKS byly pouzity u CRP rizné rozhodovaci limity od 3 do 15
mg/l. Musime mit na paméti, Ze stanoveni CRP je naprosto nespecifické a je nutné

provadeét je v obdobi mimo zvySeny vyskyt infekci (Tichy ).
Vyznam zmén CRP pro predikci vzniku AKS, pro stanoveni diagnézy IM a volbu

lécby neni dosud prikazny. Interpretaci koncentraci CRP v krvi znesnadiiuje jeho

vysoka biologicka a analyticka variabilita (Friedecky a kol. 2008).
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2.3.6.  Solubilni CD40 ligand (sCD40L)

CD40 je transmembranovy protein, ktery se vyskytuje v aktivovanych
trombocytech, buiikdch hladkého svalstva, makrofazich apod. (Pudil a kol. 2007). Pti
aktivaci trombocytll v destabilizovanych aterosklerotickych placich je uvoliiovan do
krve jako solubilni CD40L (sCD40L). Je markerem aktudlni trombogenni aktivity
(Friedecky a kol. 2008).

Zvyseni koncentrace sCD40L bylo zjiSténo u zanétlivych onemocnéni (autoimunni
choroby, sclerosis multiplex) jako i u hypercholesterolémii a diabetu. Zvysené hodnoty
sCD40L byly zjiStény u akutnich korondrnich syndromti. Solubilni ligand (sCD40L) je
uvoliiovan do cirkulace a je detekovatelny v séru i v plazmé.

Stanoveni koncentrace sCD40L miize pomoci odhalit pacienty se zvySenym
rizikem trombézy a mize byt uzitecnym pouZitelnym indikdtorem nestability
aterosklerotick¢ho platu u AKS ve spojeni s markery srde¢ni ischemie (Pudil a kol.

2007).

2.3.7.  Placentarni rustovy faktor (PIGF)

Jednou ztzv. novych molekul studovanych v souvislosti s procesy
ischémie/nekrozy myokardu je placentarni riistovy faktor (PIGF). PIGF patii do rodiny
proteinli odvozenych od destic¢ek s funkci chemoatraktantu pro monocyty. PIGF ma
hmotnost 50kDa, je slozeny ze 149 aminokyselin. Vyskytuje se ve dvou izoformach
PIGF-1 a PIGF-2. Jeho produkce byla prokézana také v fad¢ tkani (Stitna zlaza, plice,
placenta), avsak jeho funkce nebyly plné objasnény. Pfedpoklada se, Ze by mohl slouZzit
jako biomarker stability/ruptury aterosklerotického platu, méné pak ischémie, trombozy
a zmeén hemostazy v pribéhu akutnich korondrnich syndroml. PIGF ma totiz
vyznamnou roli v regulaci riistu a funkce cévniho endotelu. Podle zatim ne cetnych
sdéleni se plazmaticky PIGF ukazuje jako nezavisly ukazatel neptiznivého vyvoje u

nemocnych a AKS (Pudil a kol. 2008).

Stanoveni sety zaloZzenymi na metodé¢ ELISA trva asi 4,5 hodiny (Pudil a kol.

2007).
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Je velmi perspektivni nejenom jako marker rizikovosti, ale soucasné i jako misto

terapeutického zasahu (Tichy ).

2.3.8. Glykogenfosforyliza BB (GPBB)

Glykogenfosforyldza (a-1,4-d-glukagon ortofosfat D-glukosyltransferaza) je
dimericky enzym slozeny ze dvou identickych podjednotek. V lidskych tkanich jsou
pfitomny tii izoenzymy glykogenfosforylazy (GP): GPLL (jaterni), GPMM (tkan pficné
pruhovaného svalstva, mén¢ myokard) a GPBB (mozek, myokard). GPBB neni vylu¢né
obsazena v mozku a v myokardu, ale v malém mnozstvi také v leukocytech, slezing,
ledvinach, moc¢ovém méchyii, v zazivacim traktu a aorté. Glykogenfosforylaza je
glykolyticky enzym, ktery ma dileZitou tlohu v metabolismu sacharidi. Katalyzuje
prvni krok glykogenolyzy, tj. enzymatickou konverzi glykogenu na gluk6zo-1-fosfat.
GPBB je spolu sglykogenem v makromolekuldrnim komplexu navdzana na
sarkoplazmatické retikulum. V ptipad¢ tkanové ischémie dochazi k uvolnéni glykogenu
a GPBB je konvertovana z vazané formy na volnou, kterd se uvoliiuje do cytoplazmy a
volné difunduje do extraceluldrniho prostoru. Tato diftize je usnadnéna poruchami
permeability bunééné membrany, ke kterym dochazi v pribéhu ischémie a nekrozy
myokardu. GPBB je velmi citlivy marker myokardidlni nekrozy a ischémie s asnym
vzestupem hodnot po AIM za 2-4 hodiny po zacatku bolesti, vrcholu dosahuje za 6-20
hodin a k normé se navraci za 1-2 dny (Pudil a kol. 2008).

Piedbézna klinicka pozorovani jsou nadéjna, ale doposud chybi kvalitni komercni

soupravy (Pudil a kol. 2007).
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24. DOBA ODEZVY PRO STANOVENI SRDECNICH
BIOMARKERU (TURN AROUND TIME, TAT)

a) Maximalni doporucend doba odezvy (tj. ¢asovy interval od ordinace vysetfeni do
doby sdéleni vysledku) mé byt do 60 minut.

b) U nemocnych oSetfovanych na koronarnich jednotkach intenzivni péfe ma byt
maximalni doba odezvy do 30 munit.

c) Uvedené pozadavky na TAT vyZaduji pfipravu a uplathovani systému rychlého
transportu, neprodlené¢ho prevzeti a pfednostniho vySetfeni materidlu v laboratofi a

jejich trvalou kontrolu (Friedecky a kol. 2008).
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3. Cil prace

Cilem této bakalarské prace je pokud mozno podat celkovy prehled o markrech

infarktu myokardu stanovovanych v klinické biochemii.

Teoreticka ¢ast bude zaméfena predevsim na podani zakladniho pfehledu markert
infarktu myokardu, jejich postupnému objevovani a zavedeni do klinické praxe
z pohledu historie, souhrn dnes jiz bézné uzivanych markerti v laboratorni praxi a dale
novéjsich markert infarktu myokardu. Pfind$im poznatky o novych molekulach, které

by mohly mit vyznam nejenom pro vyzkum, ale také pro klinickou praxi.

Praktickou ¢asti se pokusim podat piehled o metodach klinicky pouzivanych pro
prikaz markeri infarktu myokardu v krvi pacienta. Externi metoda pro stanoveni
markeril infarktu myokardu pomoci Point of care testing (POCT). V klinické biochemii
pouzivané imunochemické metody ( na principu chemiluminiscence). Soucasti této ¢asti
je seznameni s metodou budoucnosti, kterd je zatim v obdobi klinického vyvoje
(stanoveni kardidlnich markerti technologii proteinovych bio€ipii-multimarkerova

strategie).
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4. Prakticka cast

4.1. POINT OF CARE TESTING (POCT)

V poslednich letech narlstd pocet vySetfeni na pfistrojich pro Point-Of-Care
testing (POCT) mimo prostory klinické laboratofe. VySetieni na POCT pfistrojich jsou
obvykle provadéna pracovniky, ktefi nejsou edukovani v laboratorni mediciné a

sezndmeni s pravidly spravné laboratorni praxe ( Kessler 2010).

V soucasnosti jsou komerén€ dostupné systémy POCT k prikazu nekrozy
myokardu (¢TnT, cTnl, CK-MB mass, myoglobin), k identifikaci akutniho srde¢niho
selhani (BNP, NT-proBNP) a hodnoceni zanétu (CRP). Jako biologickych vzorkil se
pouziva pro méfeni krev nebo plazma. Postupy POCT jsou urceny predevSim pro
pracoviSté intenzivni kardiologické péce k usnadnéni diagnézy AIM, mély by byt
pouzivany v situacich, kdy nelze docilit stanoveni srdec¢nich markeri s TAT do 60
minut. Analytické parametry méteni POCT by se nemély liSit od parametrti dosazenych

pro stejné markery na laboratornim pracovisti (Friedecky a kol. 2008).

V soucasnosti je n€kolik komeréné dostupnych POCT analyzatori pro diagnostiku
srdecnich markerti. Jednim z nejnovéjsich je analyzator firmy Radiometer AQT 90 Flex.
Jedna se o stolni analyzétor, se zabudovanym vertikdln¢ rotacnim drzdkem na dvé
zkumavky. Minimdlni objem vzorku ve zkumavce je 2 ml bez ohledu na pocet
pozadovanych vySetfeni. Principem stanoveni na analyzatoru AQT 90 Flex je
jednokrokové heterogenni sendvicovd imunoanalyza. Doba stanoveni jednoho testu je

fadove 20 minut (Vaingatova a Dubské 2010).
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4.2. IMUNOCHEMICKE METODY

Imunochemické metody jsou zaloZeny na principu reakce antigenu s protilatkou,

tedy reakci mezi antigenni determinantou a vazebnym mistem na protilatce.

Antigeny jsou makromolekuly pfirozeného nebo umélého ptivodu. Po chemické
strance jsou to polymery — proteiny, polypeptidy, polysacharidy nebo nukleoproteiny.
Antigeny maji dvé zdkladni vlastnosti. Vyvolavaji specifickou imunitni odpovéd a

specificky reaguji s produkty této odpovédi (protilatky a imunokomplementérni buriky).

Protilatky jsou produkovany plazmatickymi bunikami vyvijejicimi se z B-
lymfocytlh po stimulaci antigenem. Protilatky jsou heterogenni skupina glykoproteinti
oznaCovand jako imunoglobuliny. Imunochemické metody vyuzivaji protilatky
vyrobené riiznym zpusobem. Monoklondlni protilatky jsou produkty jednoho klonu
plazmatickych buné¢k odvozenych od B-lymfocytl, piipravenych v laboratornich

podminkach hybridimovou technologii (Stfizova 2010).

Zakladni princip, ktery vyuZzivaji rGzné imunochemické metody, vychazi
z kvantitativni imunoprecipitacni reakce. Na méfeni tvorby komplexu antigenu a
protilatky je zaloZzené stanoveni celé fady analyz v télesnych tekutinach. Reakce
rozpustného antigenu s né€kolika antigennimi determinantami a odpovidajici protilatkou
je mozno prokazat vznikem precipitatu v roztoku. Bude-li se do zkumavek obsahujicich
konstantni mnozZstvi protilatky ptfidavat ve stoupajicim mnozstvi antigen, v n€kterych
z nich se vytvofi precipitat. MnozZstvi precipitatu se vztahuje ke koncentraci pfitomného

antigenu (Stfizova 2010).
4.2.1. Imunochemické stanoveni na principu chemiluminiscence
Princip:
Systtm  méfi  kvantitativni  mnoZstvi  svétla  emitovaného  béhem

chemiluminiscenéni reakce. Pevna faze jsou paramagnetické Castice, znackovac je

acridinium ester jako chemiluminiscenéni latka, ktera emituje svétlo pfi oxidaci
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peroxidu vodiku v alkalickém prostiedi. Reakce probihd béhem jedné sekundy a je

velice citliva (10™"°). Analyzovanym materialem je sérum/plazma nebo mog.

Piistrojové vybaveni:

Na principu chemiluminiscence pracuje plné automatizovany imunochemicky
analyzator ADVIA Centaur XP.
Jednd se o analyzator pro rutinni i statimova vySetfeni. Pracuje s diagnostickymi
soupravami firmy SIEMENS. Pracuje po pacientech pfi vyuziti principu ,,RANDOM
ACCESS*, to znamena provadéji se analyzy v optimalnim ¢asovém rytmu. Vykon ma
240 stanoveni za hodinu, prvni vysledek je po 15 minutach, dale kazdych 15 sekund.
Davkovani vzorku 10-200 pl do akrylovych kyvet na jedno pouziti. Pro stanoveni
kardiomarkerti jako jsou BNP, CK-MB, cTnl ultra, myoglobin. Analyzator sestava

z vlastniho pfistroje a fidiciho pocitace s aplikaénim softwarem.

Reagencie:
e Base reagent
e Acid reagent
e Liguicheck-Cardiac markers Plus Control (6x3ml), od firmy BioRad
e Kazetové sety: Tnl-ultra, CK-MB, myoglobin (od firmy SIEMENS)

Pracovni postup:
1. Ptfed analyzou zkontrolovat, zda je dostatek provoznich roztokii a prazdna
odpadni nadoba.
Vlozit do analyzatoru kazetovy karusel s reagenciemi.
Zapnout pfistroj a pocitac.
Vlozit a zadat méfeni kontrolnich roztokd.
Vyhodnotit vysledky kontrol.
Vlozit do analyzatoru karusel se vzorky a zadat pozadavky.

Vyhodnotit méfené vzorky.

© N kWD

Vypnout pfistroj, vyprazdnit odpadni nddoby, vyjmout karusel s reagenciemi

a uchovat v lednici do dal$iho stanoveni.

Pisemné materialy poskytla biochemicka laboratof, Oblastni nemocnice Nachod a.s.
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4.3. STANOVENI KARDIALNICH MARKERU TECHNOLOGII
PROTEINOVYCH BIOCIPU - MULTIMARKEROVA STRATEGIE

Soucasné s rozvojem novych biomarkeri dochazi zaroven k rozvoji novych
komeréné dodavanych diagnostickych soustav zaloZenych na rGznych technologiich.
Soucasna biochemie nabizi moZnosti stanoveni vice parametrii postizeni myokardu
soucasné tzv. multimarkerova strategie.

Na zaklad¢ doporuceni se zaméfenim na multianalytovou strategii se testovala
technologie proteinovych bioCipli umoznujici simultdnni stanoveni nékolika analytl
z jednoho vzorku. Evidence Investigator (tm), bioCipovy analyzator firmy Randox
(Randox Laboratories Ltd., Velkd Britanie) umoziiuje soucasné testovani nckolika
analytli z jednoho vzorku. Systém ma proti klasickym imunochemickym technikdm
vyhody zahrnujici multiplexni pfistup k analyze a moznost redukce objemt vzorku a
reagencii.

Me¢tfeni  kardidlnich markerd je zaloZzeno na principu sendvicové
enzymoimunoanalyzy. Na pifesné¢ definovanych pozicich jsou na bioCipu navizané
protilatky proti jednotlivym analytim. Pro detekci protilditek je vyuzivana
chemiluminiscen¢ni reakce peroxidu s luminolem, katalyzovana kienovou peroxidazou.
Luminiscence je cilené¢ snimdna z jednotlivych ploch na bio¢ipu CCD kamerou.
Zobrazovaci technologie umoznuje kvantifikovat mnozstvi svétla vychdzejiciho
z jednotlivych reak¢nich ploch a software systému signaly pfepocitd na hodnotu
koncentraci analyti ve vzorku.

Diagnosticky panel Cardiac Array obsahuje dobfe zndmé kardidlni markery
rutinné pouzivané v klinické praxi: izoenzym kreatinkinazy CK-MB (CK-MB mass),
myoglobin (MG) a srde¢ni troponin I (cTnl) spolecné s novymi analyty jako jsou BB
izoenzym glykogenfosforyldzy (GPBB), srde¢ni typ proteinu vazajictho mastné
kyseliny (H-FABP) ¢i karboanhydraza III (CAIII), které nejsou zatim soucasti rutinni
klinické praxe. Jako biologicky materidl prvni volby je vyrobcem upfednostiiovano
sérum. VSechny koncentrace kardidlnich markerti jsou udavany v pg/l. Devitibodova
kalibra¢ni zavislost sestrojena vyrobcem je soucasti kazdého setu.

Multiplexova analyza syst¢émem Evidence Investigator je vhodné zatim zejména
pro vyzkumné ucely. Nevyhodami tohoto poloautomatického systému ziistavaji velky

podil manuélni prace a nutnost sbéru série vzorkil. Stanoveni vice kardidlnich markert
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pomoci proteinovych bio¢ipli umozni komplexnéjsi pohled na diagnostiku poskozeni
myokardu a vyuziti multiplexniho pfistupu zvySuje diagnostickou senzitivitu a

specificitu bio¢ipového stanoveni ve srovnani s jednotlivymi testy (Ulrychova a kol.
2009).
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5. Z.aveér

Z uvedeného orienta¢niho pfehledu ukazuji na nékteré nové poznatky o starych
markerech infarktu myokardu pouZivanych jiz bézné v klinické praxi, lze fici, Ze
soucasna klinickd biochemie nabizi kardiologovi Siroké spektrum moznosti. Za klasické
markery, které se stanovuji pii infarktu myokardu je vySetfeni myoglobinu, troponinti a
CK-MB mass (hmotnostni koncentrace). Avsak zadny z téchto markerti neni dosud

1deélni.

Spolu s vyvojem roste i mnozstvi novych biomarkert infarktu myokardu, mezi
nimiz se hleda marker, ktery bude spliovat vSechny pozadavky a bude vykazovat
vysokou specificitu.

V nejbliz§i budoucnosti bude mit velké wuplatnéni stanoveni troponind
ultrasenzitivni metodou, kterd dokaze zachytit i zmény malého rozsahu. Postupné zcela
nahradi dosavadni stanoveni troponinti. Neni pochyb o jejich vyznamném piinosu.

Molekula, ktera by mohla do budoucna piedstavovat slibny biochemicky marker
vyuzitelny k prikazu ischémie myokardu v klinické praxi je ischémii modifikovany
albumin, mastné kyseliny vazici protein ¢i glykogenfosforylaza BB. Ostatni markery
neposkytly zatim jednoznac¢né dikazy, které by opraviiovaly k jejich pouziti v klinické
praxi. S rostoucim poctem novych markert, nastdva i obdobi, kdy nékteré staré markery

jsou opoustény napt. AST, LDH.
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6. Seznam zkratek

ACB test — albumin-cobalt- binding test (vazebna kapacita albuminu na kobalt)
ACC — American College of Cardilogy

AIM — akutni infarkt myokardu

AKS — akutni koronarni syndrom

ALT — alaninaminotransferaza

ANP — artialni natriureticky peptid

AST — aspartataminotransferaza

ATP — adenosintrifosfat

BNP — mozkovy natriureticky peptid

CAIII — karboanhydraza III

CCD - Charge-Coupled Device

CK — kreatinkindza

CK-BB — BB izoenzym kreatinkinazy

CK-MB — MB izoenzmym kreatinkinazy
CK-MB mass — MB izoenzym kreatinkindzy (hmotnostni koncentrace)
CK-MM — MM izoenzym kreatinkindzy

CNP — natriureticky peptid typu C

CRP — C-reaktivni protein

cTn — srde¢ni troponiny

cTnC — kardidlni troponin C

cTnl — kardialni troponin I

cTnT — kardialni troponin T

DNP — D-natriureticky peptid

EKG — elektrokardiografie

ELISA — enzymova imunoanalyza (Enzyme-Linked Imunno Sorbent Assay)
ESC — European Society of Cardilogy

FABP — mastné kyseliny vazajici protein

FDA - Food and Drug Administration

GPBB — BB izoenzym glykogen fosforylazy
GPLL — LL izoemzym glykogen fosforylazy
GPMM — MM izoemzym glykogen fosforylazy

35



H-FABP — srde¢ni typ proteinu vazajiciho mastné kyseliny
hsCRP — vysoce senzitivni CRP

hs-cTnT — vysoce senzitivni kardialni troponin T

hs-Tn — vysoce senzitivni troponin

IFCC — Mezinarodni federace klinické biochemie a laboratorni mediciny
IM — infarkt myokardu

IMA — ischemii modifikovany albumin

iso-LD — izoforma LD

LD — laktatdehydrogendza

LDH — dehydrogenaza kyseliny mlécné

MG — myoglobin

NACB — Narodni akademie klinické biochemie USA

NP — natriuretické peptidy

NT-proBNP — neaktivni N-terminalni ¢ast molekuly proBNP
PIGF — placentérni rastovy faktor

POCT — point of care testing

pro-BNP — prohormon BNP

sCD40L — solubilni CD40 ligand

TAT — Turn And Time
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